ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATTERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 

C12N 15/49, C07K 14/16, A61K 39/21, 
G01N 33/68 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 00/08167 
(43) Date de publication internationale: 17 fdvrier 2000 (17.02.00) 



(21) NumeYo de la demande internationale: PCT/FR99/01871 

(22) Date de depot international: 29 juillet 1999 (29.07.99) 



(30) Donnees relatives a la priority 

98/10027 31 juillet 1998 (31.07.98) 



FR 



(71) Deposant (pour tons les Etats designes sauf US): PASTEUR 

MERIEUX SERUMS ET VACCINS [FR/FR]; 58, avenue 
Leclerc, F-69007 Lyon (FR). 

(72) Inventeur; et 

(75) Inventeur/Deposant (US settlement): CHEVALIER, Michel 
[FR/FR]; 19, rue de la Guillotiere, F-38270 Beaurepaire 
(FR). 



(74) Mandataire: GROS, Florent; Pasteur Merieux Scrums 
Vaccins, 58, avenue Leclerc, F-69007 Lyon (FR). 



& 



(81) Etats designes: AE, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, 
BY, CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, 
KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, 
SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, 
ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SL, 
SZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, 
RU, TJ, TM), brevet europeen (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE. IT, LU, MC, NL, PT, SE), brevet 
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, 
NE, SN, TD, TG). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: TRIMER OF HIV ENV GENE EXPRESSION PRODUCT 

(54) Titre: TRIMERE DU PRODUIT D'EXPRESSION DU GENE ENV DE HIV 



(57) Abstract 

The invention concerns a purified recombinant glycoprotein having the following properties: a) an adherence capacity to CD4; b) 
an affinity with a anti-gp!20 antibody capable of neutralising in vitro HIV cell infection; c) an affinity with an anti-gp41 antibody; d) a 
trimeric form free from inter-chain disulphide bonds. The invention also concerns a vaccine comprising said purified glycoprotein and an 
adjuvant. The invention further concerns a method for obtaining said glycoprotein as per Claim 1 , which consists in expressing, by means 
of genetic recombining techniques, a glycoprotein corresponding to the properties a), b) and c) mentioned in Claim I; purifying it, and 
subjecting it to steps involving at least a reducing agent, an ionic detergent and/or a neutral detergent in conditions leading to a glycoprotein 
having said properties. 



(57) Abrege' 

Glycoprot6ine recombinante purifiee r6pondant aux propri^tes suivantes: a) une capacite* d'adhesion au CD4; b) une affinite* avec 
un anticorps anti-gp!20 capable de neutraliser in vitro V infection de cellules par HIV; c) une affinity avec un anticorps anti-gp41; d) une 
forme trimerique d6pourvue de ponts disulfures inter-chaines. Vaccin comprenant la glycoproteine purifiee selon Tinvention et un adjuvant. 
Procede d'obtention d'une glycoprotein selon la revendication 1, dans lequel on exprime, au moyen de techniques de recombinaison 
genetique, une glycoproteine repondant aux propri6tes a), b) et c) £nonc6es a la revendication 1, on la purine, et on la soumet a des 6tapes 
impliquant au moins un agent reducteur, un detergent ionique et/ou un detergent neutre dans des conditions telles que Ton obtient une 
glycoproteine besoins de T invention. 
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Trimere du produit depression du gene env de HIV 

La presente invention se rapporte a un procede d'obtention de proteines 
recombinantes, ayant pour origine la membrane du virus HIV responsable du 
5 syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA), permettant la restauration de leur 
forme trimerique native, ainsi que I'utilisation de ces proteines dans un but de 
vaccination ou de diagnostique. 

Etat de la technique 

10 

La glycoproteine de l'enveloppe de HIV est codee par le gene "env", et la 
traduction de l'ARNm correspondant donne une proteine glycosylee, gpl60, sous 
forme d'un precurseur dont la masse moleculaire est de 160 kDa. La gpl60 est clivee 
a 1'interieur de la cellule pour donner, au niveau de la membrane cytoplasmique lors 

15 du bourgeonnement du virus en cours de formation, d'une part la gpl20 que Ton 
retrouve a l'exterieur de la cellule et du virus, et, d'autre part, la gp41, partie trans- 
membranaire de la glycoproteine, qui correspond a l'extremite carboxy-terminale du 
precurseur. Une fois la particule virale liberee, la gp41 seule proteine trans- 
membranaire, presentera son extremite carboxy-terminale tournee vers Tinterieur du 

20 virus et son extremite amino-terminale faisant saillie a l'exterieur, se maintenant 
associee de facon non covalente a la gpl20. Par son extremite amino-terminale, elle 
est fixee d'une maniere non covalente a la gp41 alors que le reste de la proteine est 
implique dans la reconnaissance du recepteur CD4 et des co-recepteurs CCR5 ou 
CXCR4 (specifique des lymphocytes T4 auxiliaires, macrophages ; Trkola et aL, J. 

25 Virol., 72, 1876-85, 1998 ; Schols et aL, J. Virol., 72, 4032- 4037, 1998 ; Rubbert et 
aL J- Immunology, 160, 3933-3941, 1998). La liaison de la gpl20 au CD4 permet 
d'exposer la membrane de la cellule cible a la partie hydrophobe amino-terminale de 
la gp41, ce qui induit le mecanisme de fusion des membranes du virus et des cellules, 
cette fusion etant a Torigine de la penetration du virion dans la cellule cible lors de 

30 Tinfection (Wong-Staal et a/., In Molecular Genetic Medecine, 2, Friedman ed., 189- 
219, 1992 ; Bergere/a/.. Nature, 391: 240, 1998). 

Ce processus de reconnaissance du recepteur viral, suivi de la fusion des 
membranes grace a Tinteraction de l'extremite amino-terminale de la proteine de 
35 fusion avec la membrane de la cellule cible, n f est pas un mecanisme propre au HIV. 11 
est rendu possible grace a la presence, sous forme oligomerique, des glycoproteines 
transmembranaires du virus. Des pontages par agents chimiques ont permis de mettre 
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en evidence des trimeres au niveau des glycoproteines de l'enveloppe de MuLV 
(Pinter et al., J. Virol., 30, 157-165, 1979), de MuMTV (Racevskis et al., J. Virol., 
35, 937-948, 1980). II a aussi ete montre que la proteine de l'enveloppe de RSV forme 
des oligomeres retrouves dans les cellules infectees et les particules virales (Einfeld et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 8688-8692, 1988). Le virus de 1'influenza 
exprime egalement a sa surface une hemagglutinine sous forme trimerique. Dans ce 
dernier cas, la forme multimerique est necessaire au transport intracellulaire de la 
proteine (Copeland et al., J. Cell. Biol., 103, 1 179-1 191, 1986). L'influenza exprime 

auss i k JSif. . aeHr§JTOlrjida^ ( .^au& J JaQJPe..4cte ,t©t.ram,©Fe (Vapshese et at., 

Nature, 303, 35-40, 1983). 

Bien que la nature oligomerique des differentes proteines codecs par le gene 
env ne fait aucun doute, le nombre de monomere est reste quant a lui sujet a 
controverse pendant longtemps. La glycoproteine gpl60 a en effet ete decrite 
longtemps comme pouvant s'assembler en dimeres ou tetrameres (Pinter et al., J. 
Virol., 63, 2674-2679, 1989; WO94/00557 du CNRS; Schawaller et al. Virology! 
172, 367-369, 1989; Earl et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 87, 648-652, 1990; Earl eta!., 
J. Virology, 68, 3015-3026, 1994). D'autres rapports plus recent ont toutefois 
demontre que la gpl60 pouaait s'associer en fait naturellement, par sa partie gp41, 
sous la forme de trimeres (Min Lu et al., Nature Structural Biology, 2, 1075-1082, 
1995; Weisshorn et al., EMBO J., 15, 1507-1514, 1996; Weisshorn et al., Nature, 
387, 426-430, 1997), les formes dimeriques ou tetrameriques resultant en fait de ponts 
disulfides inter-chaines abberrants, ou de formes oligomeriques transitoires (voir ci- 
dessous). 

Dans un but vaccinal, on peut produire et purifier la glycoproteine de 
l'enveloppe de HIV, soit en cultivant le virus HIV sur des lignees cellulaires et en 
purifiant la glycoproteine du milieu de culture (WO94/00557 du CNRS), soit en 
exprimant un recombinant de cette proteine par un vecteur different de l'HIV, et en la 
purifiant du milieu de culture (WO91/13906, Chiron). 

La purification de gpl60 a partir de cellules infectees par HIV ne permet que 
d'obtenir des tetrameres, probablement une forme oligomerique transitoire, c'est a 
dire une forme qui ne correspond pas a celle prise par sa partie gp41 a la surface du 
virus (WO94/00557 du CNRS). 
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L'espression d'un recombinant de la gpl60 par un vecteur different de. i'HIV, 
bien que presentant l'avantage de se soustraire aux dangers lies a l'agent infectieux 
HIV, ne permet pas aussi de retrouver la structure oligomerique native " de la 
gpl60. En effet, VanCott et al. ont montre que la gpl60 recombinante exprimee par la 
vaccine, bien que presentant un pouvoir d'adhesion au CD4, comporte des differences 
structurelles (J. Imm. Meth., 183, p. 114, col. 1, li. 19-22, 1995). Randall et al. ont 
egalement montre que la gpl60 recombinante exprimee par la vaccine comporte des 
ponts disulfures inter-chaines abberants (Virology, 179, 827-833, 1990). 

Recemment, Parren et al. ont mis en evidence une correlation entre l'obtention 
d'anticorps pouvant neutraliser in vitro l'infection de cellules par HIV et la nature 
oligomerique de la gpl20 (J. of Virology, 72, 3512-3519, 1998). Pour cela, Parren et 
al. ont utilise une gp!20 exprimee par HIV dans des cellules infectees. probablement 
pour contourner les problemes lies aux differences structurales entre une gpI20 
native, exprimee a la surface du HIV, et eel les produites par des vecteurs 
d'expression, telle que la vaccine. 

Par ailleurs, on sait que des anticorps specifiques de la structure oligomerique 
de la gpl60 peuvent etre generees (Earl et al., supra), et participent de fait a un effet 
neutralisant contre l'infection in vitro de cellules par le HIV. 

La presente invention vise a fournir un procede d'obtention de produits 
d'expression du gene em- recombinant permettant la restauration de leur forme 
trimerique, cette forme etant utilisable dans le cadre d'une vaccination ou dans la mise 
en ceuvre d'un diagnostic d'infection par HIV. En effet, les essais cliniques conduits 
sur des gpl60 recombinantes posent le probleme du spectre d'inhibition qui reste 
limite a quelques souches virales uniquement (Pialoux et al., Aids Res. Hum. Retr., 
ii, 373-381, 1995; Salmon-Ceron et al., Aids Res. Hum. Retr., J2, 1479-1486 
1995). 

A ce jour, bien que la forme trimerique d'une gpl60 a ete plusieurs fois 
identified dans un melange d'autres formes polymeriques, personne n'a purifie, ni 
suggere de purifier, la forme trimerique de la gpl60. La presente vise a pallier ce 
besoin. 



Resume de Tinvention 
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A cet effet, I'invention concerne toute glycoproteine recombinante purifiee 
repondant aux proprietes suivantes : 

a) une capacite d'adhesion au CD4 ; 

b) une affinite avec un anticorps anti-gpl 20 capable de neutraliser in vitro 
V infection de cellules par HIV ; 

c) une affinite avec un anticorps anti-gp41 ; 

d) une forme trimerique depourvue de ponts disulfures inter-chaines 

Un deuxieme objet de la presente invention concerne un vaccin comprenant la 
glycoproteine purifiee selon I'invention, et un adjuvant. 

Un troisieme objet de la presente invention concerne ('utilisation de la 
glycoproteine selon I'invention dans la mise en oeuvre de toute methode de diagnostic 
in vitro d' infections causees par HIV. 

Un dernier objet de la presente invention concerne un procede d'obtention 
d'une glycoproteine selon I'invention, dans iequel on exprime, aux moyen de 
techniques de recombinaison genetique, une glycoproteine repondant aux proprietes 
a), b) et c) selon I'invention, on la purifie, et on la soumet a des etapes impliquant au 
moins un agent reducteur, un detergent ionique et/ou un detergent neutre dans des 
conditions telles que I'on obtient une glycoproteine repondant aux conditions selon 
I'invention. 

Description detaillee de rinvention 

Dans le cadre de la presente invention, la capacite d'adhesion au CD4 peut etre 
determinee par une precipitation radio-immune, par ELISA ou par resonance 
plasmonique de surface, le detail des ces methodes etant expose dans la suite de la 
description. Ces methodes sont susceptibles d'etre modifiees dans la limite des 
connaissances actuelles, I'objectif etant de s'assurer simplement que la glycoproteine 
selon I'invention forme bien un complexe avec le CD4. 

Les molecules de CD4 peuvent etre preparees de toutes sortes de manieres 
differentes, incluant une purification depuis une source naturelle, ou le recours a des 
techniques de recombinaison genetique. Dans ce cadre, on peut utiliser les CD4 
decrits dans WO8903222, WO8902922, Smith et al. (Science, 238, 1 704- 1 707 1 987) 
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et Littman et al. (Nature, 325, 453-455, 1987), par exemple. La societe ERC 
BioServices Corporation, 649A Lofstrand Lane, Rockeville, MD 20850, USA, 
commercialise egalement un CD4 produit par les cellules CHO ST4.2 {In : Aids 
Research and Reference Reagent Program Catalog, the Nat. Inst. Helath 
5 U.S.D.H.H.S.), par exemple. 

De preference, la capacite d'adhesion est au moins identique a celle d'une 
gpl20 d'une souche d'HIV infectieux, par exemple une gpl20 provenant des isolats 
SF2, HXB2, BRU, MN, SC, NY5, CDC4, WMJ2, RF, MAL, ELI, Z96, Z3, Z321 et 
10 JY1 5 (Myers et al., Human Retroviruses and Aids, Los Alamos, New Mexico, 1990), 
ou des autres isolats decrits par Tersmette et al. (J. Virol., 62, 2026-2032, 1988), 
Popovic et al. (Science, 224, 497-500, 1984), et EP541753 (Transgene S.A.), par 
exemple. 

15 L'affinite mesuree (Kd) par resonance plasmonique de surface peut etre aussi 

de Tordre de 1(H a 10-12 M> de preference 10-9 a 10-" M, ce qui est conforme aux 
affinites deja mesurees pour des gpl20 (Smith et al., Science, 238: 1704, 1987; 
Lasky et al.. Ceil, 50: 975, 1 987), par exemple. 

20 La glycoproteine recombinante selon l'invention presente aussi une affinite 

avec un anticorps anti-gpl20 capable de neutraliser in vitro l'infection de cellules par 
HIV. Le terme " anticorps " regroupe toutes les immunoglobulines ou fragments de 
celles-ci, d'original polyclonals monoclonale ou chimerique (voir US48 16397), par 
exemple. Tous les anticorps connus, ou susceptibies d'etre prepares, capables de 

25 reconnaitre un epitope de la gp!20 et de neutraliser in vitro l'infection de cellules par 
un HIV, peuvent etre pris en compte dans le cadre de la presente invention. II suffit 
qu'une glycoproteine du HIV presente une affinite avec un anticorps de ce type pour 
qu'on la considere comme repondant aux besoins de la presente invention. Sans 
vouloir etre limite par les techniques et anticorps utilisables pour les besoins de 

30 l'invention, a titre d' information, on peut citer les articles de VanCott et al. (1995, 
supra), et Earl et al. (1994, supra), par exemple. 

En ce qui concerne les tests de mesure de I'efficacite neutralisante d'un 
anticorps in vitro, on peut citer les articles de Pialoux et al. (1995, supra) et Salmon- 
35 Ceron et al. ( 1 995, supra), par exemple. II suffit d'observer une neutralisation in vitro 
de l'infection de cellules par HIV, quelque soit le seuil de neutralisation, pour 
considerer que l'anticorps satisfait aux besoins de la presente invention. 
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Par ailleurs, la glycoprotein recombinante selon 1'invention presente aussi une 
affmite avec un anticorps anti-g P 41. Les remarques exposees ci-dessus s'applique 
mutatis mutandis a la gp4I, a la difference pres que 1'effet neutralisant d'un anticorps 
anti-gp41 n'est pas important, tout en pouvant etre un critere preferentiel a ne pas 
negliger. 

La mesure de I 'affmite de la glycoproteine sous forme trimerique avec les 
anticorps anti-gp41 et anti-gpl20 peut etre effectuee par une reaction immunolosique 
d.rect avec I'anticorps, ou par ELISA, par exemple. Les conditions operators 
peuvent varier dans les limites des connaissances actuelles, les variations et/ou 
adaptations par rapports aux techniques connues ne representant pas en fait un 
obstacle difficile pour I'homme du metier. 

La forme trimerique de la glycoproteine selon 1'invention peut etre observee 
sur gel SDS PAGE en condition reductrice ou non (voir Pexemple 1). L'homme du 
metier peut cependant recourir a toutes sortes d'autres analyses, comme la 
centrifugation analytique ou l'analyse par diffusion de la lumiere. L'objectif est 
simplement de mettre en evidence l'association de trois molecules de gpl60 non-tiees 
par des ponts inter-chatnes. 

La glycoproteine selon 1'invention, en repondant aux proprietes exposees ci- 
dessus, peut done etre composee de tout ou partie de la proteine gp4I, et de tout ou 
partie de la proteine gpl20. De ce fait, cette glycoproteine peut etre codee par tout ou 
partie d'un gene env. natif (provenant d'un isolat d'HIV) ou non, ladite glycoproteine 
etant soil purifiee a un stade ou le clivage n'est pas encore effectuee in situ, ou ledit 
clivage etant rendu inoperant soit a cause de la nature de l'hote cellulaire qui'ne serait 
pas pourvu des enzymes necessaires, soit a cause d'inhibiteurs de ces enzymes, soit 
encore du fait que Ie site de clivage a ete genetiquement modifie, par exemple. 

La modification genetique du site de clivage est bien connu de rhomme du 
metier, et permet d'obtenir des.proteines entieres, de tallies variables, renfermant tout 
ou partie de la g P 41 et tout ou partie de la gp4 1 . A titre d'information, non limitative, • 
on peut citer les glycoproteines gpl60 et gpl40 decrites par EP541753 (supra) 
EP679187 (supra), Earl et al. (1994, supra), Kieny et at. (1988, supra) 
1'enseignement technique de cette litterature etant incorpore par reference dans la 
description de la presente invention. 
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Plus particulierement, on peut utiliser comme source de gene em; tous les 
isolats de HIV connus, notamment ceux decrits ci-dessus. Le clonage peut etre 
avantageusement effectue par la technique PCR, suivie d'une insertion du fragment 
5 d'ADN dans un vecteur approprie. On peut ensuite supprimer le(s) site(s) de clivage 
par mutagenese dirigee comme decrit par Kieny et al. (1988, supra), ou dans 
Texemple 1 ci-apres. La preparation des vecteurs, et toutes les autres procedures 
techniques peuvent etre effectuees selon les protocoles decrits dans les ouvrages de 
Sambrook et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
10 Laboratory Press, U.S.A., 1 989). 

Le vecteur d'expression dans lequel on clone finalement le fragment d'ADN 
codant pour une glycoproteine selon l'invention, peut etre un plasm ide, un phage, un 
ADN entier de virus, un cosmide, un ADN destine a s'integrer dans une cellule, etc. 

15 Ce vecteur comprend de preference des sequences regulant I'expression du gene em: 
et le cas echeant d'autres sequences regulant la translocation de la glycoproteine vers 
la membrane de la cellule hote productrice. Les cellules notes les plus adaptees, en 
raison d'un glycosylation proche voire identique a celle desiree, sont des cellules 
eucaryotes superieures, pouvant inclure, par exemple, des lignees cellulaires 

20 immortalisees provenant du singe (Cos-7, ATCC CRL 1651 ; Vero76, ATCC CRL 
1587), du hamster (BHK, ATCC CRL 10 ; CHO, PNAS USA, 77 :4216, 1980), de la 
souris (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23, 243-251, 1980), de 1'homme (Hela, ATTC 
CCL2; W138, ATCC CCL75 ; Hep G2 ; HB 8065), du chien (MDCK, ATCC 
CCL34), etc. 

25 

Les vecteurs d'expression les plus appropries sont ceux se reproduisant dans 
des eucaryotes, notamment le virus de la vaccine qui est bien connu dans Tart 
anterieur (WO86/07593), par exemple. 

30 Dans un mode de realisation particulier de la presente invention, on peut 

produire notamment des gpl60 selon I'enseignement decrit dans EP541753 (supra), 
ou des gpl40 selon la methode de Earl et al. (1 990, supra), voire tout autre variant de 
glycoproteine dans laquelle une ou plusieurs parties de gp41 et/ou gpl20 seraient 
eliminees, l'objectif etant que la partie gp41 soit suffisante pour que la formation de 

35 trimeres s'effectue, et que la partie gpl20 soit suffisante pour etre reconnue par des 
anticorps anti-gpl20 neutral isants et par le CD4. Pour faire le choix de genes env 
modifies repondant aux besoins de la presente invention, l'homme du metier, est a 
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meme de proceder par etape ou par hasard, et de choisir ensuite parmi toutes les 
sequences ne repondant pas a nos besoins, celles qui y satisfont. 

Apres avoir produit la glycoproteine par des techniques de recombinaison 
genetique, ou par infection de cellules avec HIV, on la purifie au moyen de techniques 
connues de 1'homme du metier, notamment celles faisant intervenir des lectines de 
Ientille (Pialoux et al., 1995, supra ; Salmon-Ceron et «/.,1995, supra), celle decrite 
dans W09 1/1 3906 {supra) pouvant etre eventuellement encore adaptee aux besoins 
de la presente invention, ou meme celle decrite a l'exemple 1 (immuno-affinite), par 
exemple. 

Rn ce qui concerne les proteines recombinantes, on peut noter qu'une partie 
des glycoproteines ainsi purifiees presentent des ponts disulfures inter-chaines, 
quelque soit la nature de I'hote ou du vecteur utilise. Les glycoproteines s'associent 
en fait en dimeres (une partie etant covalents) visibles sur gel SDS PAGE apres 
fixation par un agent de pontage. En ce qui concerne les glycoproteines purifiees de 
cellules infectees par HIV, celles-si se presentent aussi sous forme de tetrameres 
(WO94/00557, supra). 

Afin de repondre aux besoins de la presente invention, on dissocie done les 
glycoproteines, puis on les soumet a des conditions favorisant leur re-assemblage 
naturel, e'est a dire sous forme de trimeres. Pour cela, on soumet la glycoproteine a 
des etapes impliquant au moins un agent reducteur, un detergent ionique et/ou un 
detergent neutre dans des conditions telles que Ton obtient une glycoproteine 
satisfaisant aux besoins de la presente invention. 

On peut choisir un ou plusieurs agent(s) reducteur(s) parmi les molecules de 
dithiothreitol, p-mercaptoethanol, glutathion reduit ou le borohydrure de sodium, par 
exemple. 

On peut choisir un ou plusieurs detergent(s) ionique(s) parmi les sels de 
dodecyl sulfate, notamment le dodecyl sulfate de sodium (SDS) ou de lithium, les sels 
de dioctyl sulfosuccinate (de sodium, par exemple), les sels de 
cetryltrimethylammonium (de brome, par exemple), les sels de cetylpyridinium (de 
chlore, par exemple), les N-dodecyls- ou N-tetradecyl-sulfobetaine, les zwittergents 
3-14, et le 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylamino]-l -propane sulfonate (CHAPS), 
par exemple. 
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De meme, on peut choisir un ou plusieurs detergent(s) neutre(s) parmi le 
tween20®, le tween80®, I'octylglucoside, le lauryl-maltoside, Phecameg®, le lauryl- 

dimethylamine, le decanoyl-N-methyl-glucamide, le polyethylene-glycol-lauryl-ether 
le triton X 1 00®, le Lubrol PX®, par exemple. 

Les conditions operatoires doivent etre sufifisantes pour dissocier les 
glycoproteines, et les re-assembler en trimeres. Pour cela, generalement on peut 
dissocier les glycoproteines a l'aide d'un ou plusieurs detergent(s) ionique(s), en 
presence d'agent reducteur ou non, puis on peut favoriseMe ^assemblage des 
monomeres en substituant le detergent ionique par un detergent neutre, par exemple 
au moyen d'une dialyse. De cette maniere, on est assure d'obtenir une glycoproteine 
selon l'invention comprenant moins de 50% d'autres contaminants proteiques 
(constitues principalement par des dimeres covalents) 

De preference, pour obtenir exclusivement des trimeres de glycoproteines selon 
l'invention, on soumet au cours du traitement les glycoproteines purifiees a un agent 
reducteur, de sorte a liberer les dimeres covalents, le cas echeant on bloque des 
fonctions sulfhydryls libres au moyen de molecules appropriees, telles que des agents 
d'alkylation comme le N-ethyl-maleimide ou Piodo-acetamide, puis on re-oxyde 
doucement les fonctions sulfhydryls restantes en presence d'un agent oxydant tel que 
du glutathion oxyde, par exemple. 

Dans un mode de realisation particulier de la presente invention, on peut 
soumettre la glycoproteine purifiee successivement a un agent reducteur, a un agent 
d'alkylation, a un agent oxydant, a un detergent ionique et a une dialyse contre un 
detergent neutre, par exemple 

Dans un autre mode de realisation particulier de la presente invention, on peut 
soumettre la glycoproteine purifiee successivement a un detergent ionique, a im agent 
reducteur, a un agent oxydant et a une dialyse contre un detergent neutre. 

A la fin du procede, on peut substituer le detergent neutre par un tampon 
approprie, par exemple au moyen d'une dialyse. 

Un autre objet de la presente invention concerne un vaccin comprenant la 
glycoproteine selon la presente invention et un adjuvant. Ce vaccin peut contenir 
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comme antigene de surface du HIV uniquement la glycoproteine selon la presente 
invention, les formes dimeriques ou monomeriques d'une gpl60 ou gpl20 etant 
specifiquement exclues, par exemple, pour des raisons d'immunogeneicites reduites. 
On peut egalement adjoindre a ce vaccin d'autres valences concernant d'autres 
maladies, les quantites d'antigenes et/ou la formulation de chaque valence devant 
neanmoins etre probablement optimisee(s) de sorte a assurer une reponse immunitaire 
efficace, par exemple. Les valences d'autres pathogenes peuvent provenir de 
bacteries, de virus ou de parasites, par exemple ceux provoquant des hepatites (A a 
G), la rougeole, les oreillons, la polio, la tuberculose, la diphterie, la malaria, etc. 

Parmi les adjuvants utilisables, on peut denombrer tous les sels d'aluminium, 
comme les phosphates et hydroxydes d'aluminium : I'adjuvant de Freund ; 
le N-acetylmuramyl-L-alanyI-D-isoglutamyl-L-alanine-2-[ 1 .2-dipalmitoyl-sn-glycero- 
3-(hydroxyphosphoryloxy)] (voir Sanchez-Pescador et a/.. J. Immu., 141, 1 720-1 727, 
1988) ; les molecules derivees de Ouillaja saponaria, comme le Stimulon® (Aquila,' 
US) ; I'lscoms® (CSL ltd, US) ; toutes molecules a base cholesterol et analogues, 
comme le DC Choi® (Targeted Genetics) ; le glycolipide Bay RI005® (Bayers, DE) ; 
les antigenes de Leishmania brasi/iensis comme le LeIF (nom technique) disponible 
aupres de Corixa Corp. (US), les polymeres de la famille de polyphosphazenes, 
comme l'Adjumer (nom technique) disponible aupres du "Virus Research Institute" 
(US). 

Les compositions vaccinales selon 1' invention peuvent etre utilisees pour la 
prevention d' infections par le HIV-1, le dosage et la voie et la frequence 
d'administration devant cependant etre probablement optimise de sorte a obtenir une 
reponse immunitaire efficace. 

Un dernier objet de la presente invention concerne l'utilisation de la 
glycoproteine selon I'invention dans la mise en ceuvre de toute methode de diagnostic 
in vitro d'infections causees par HIV. 

D'autres caracteristiques de la presente invention apparaitront au cours des 
descriptions suivantes d'exemples de formes de realisation qui sont fournis a des fins 
d'illustration de la presente invention et qui ne sont pas destines a etre limitatifs. La 
manipulation des cellules, la preparation des vecteurs, la transformation de cellules, et 
toutes les autres procedures techniques sont, en I'absence de precisions contraires, 
effectues selon les protocoles decrits dans l'ouvrage de Sambrook et a/. (1989, supra). 
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Ces exemples sont precedes d'une breve description de la figure 1, et des methodes 
mesurant l'affinite de la gpl60 au CD4. 

Mise en evidence d'une affinite au C D4 par precipitation radio-immune : on utilise un 
CD4 recombinant marque au soufre 35 produit par des cellules CHO (Genentech, 
USA; VanCott et ai, 1995, supra). On effectue ensuite des experiences de co- 
precipitation, au cours desquelles le CD4 est ajoute en quantite croissante a une 
quantitee fixe de gp!60 purifiee sous forme trimerique pour determiner le point de 
saturation, puis on les coprecipite avec un antiserum anti-gp!60. Pour cela, on 
melange le CD4 et la gpl60 pendant 1 h a 4°C, on ajoute 1'anticorps (OKT4, Ortho 
Diagnostics, US), on lave les complexes, et on les separe par electrophorese. 

Mise en evidence d'une affinite au CD4 par EL1SA : la mesure des constantes 
d'affinite du CD4 pour la glycoproteine selon l'invention est mesuree en utilisant la 
technique de Friguet et al. (J. of immunological methods, 77, 305-3 1 9, 1 985). 

Mesure de l'affinite de la gpl20 sur le C D4 par resonance plasmonique de surface : le 
Biacore® est un appareil pour I'analyse des interactions biospecifiques en temps reel 
et sans marquage qui utilise le principe de resonance plasmonique de surface. Lors de 
I'analyse, un des interactants (le ligand) est couple a une matrice hydrophile (dextran) 
ou hydrophobe (surface HPA). L'autre interactant (analyte) passe au contact de la 
surface par l'intermediaire d'une cartouche de transfert microfluidique. 
L 'augmentation de masse au voisinage de la surface due a 1' interaction entre les 
molecules, est representee en fonction du temps sur un sensorgramme. Differentes 
chimies de couplage permettent la fixation de pratiquement toutes les biomolecules 
sur la matrice. L'utilisateur cree done une surface biospecifique sur mesure, pour 
chaque type d'application. En pratique la glycoproteine selon l'invention est couplee 
sur la matrice et differentes concentration de CD4 sont envoyees par T appareil au 
contact de cette matrice. A chaque fois la masse de CD4 fixee sur la glycoproteine est 
enregistree. Le logiciel Biaeval3® calcule automatiquement la constante de 
dissociation du CD4 sur la gpl20. 

FigureJ_i representation de I'analyse SDS PAGE en condition reductrice obtenue 
avec la gpl60 produite par VVTG9150, purifiee, traitee pour faire des trimeres et 
fixee par un agent de pontage (col. 3 et 4) ; au regard de celie obtenue en condition 
reductrice avec la gpl60 produite par VVTG9150, purifiee et directement fixee (col. 
2) ; au regard de celle obtenue en condition reductrice avec des monomeres de gpl60 
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(col. 5 et 6) ; et au regard de celle obtenue en condition non-reductrice avec la gp!60 
produite par VVTG9 1 50 et purifiee (col. 7). 



Exemple 



Un vecteur recombinant base sur le virus de la vaccine, VVTG9150, est utilise 
pour la production de gp!60. La construction du plasmide de transfer! du gene codant 
pour la proteine em hybride HIV-1. MN7LA , dans le genome du virus de~la vaccine 
VVTG91 50 est decrite ci-apres. 



Le fragment d'ADN Pst\-Kpn\ de pTGI 163, ref. Kieny et a/. (Prot. Eng., 2, 
219-225, 1998) qui contient la sequence codant pour le peptide signal et les premiers 
acides amines de la gpl20 du virus HIV-1 LA1 , est insere aux sites Pstl et Kpn\ du 
bacteriophage M13TG130, ref. Kieny et al. (Gene, 26, 91-99, 1983) generant 

15 M13TG4147. Le fragment Pstl-Pstl de pTGI 163, contenant la total ite du gene codant 
pour une gpl 60/soluble de HIV-1 LAI est introduit dans le site de restriction PstI de 
M13mp70, generant M13TG4137. L'ADN du bacteriophage M13TG4137 est ensuite 
coupe par Bgl II, digere par la polymerase I (fragment de Klenow) afin de generer une 
extremite franche, puis coupe par EcoRl, afin d'etre insere aux sites EcoRV et EcoRl 

20 du bacteriophage M13TG4147, generant M13TG4158. Une deletion sur M13TG4158 
est ensuite realisee avec un oligonucleotide, qui permet l'introduction d'un site Sph\ et 
d'un site Smal. On obtient le bacteriophage M13TG4168. Le gene codant pour la 
gpl20 MN est ensuite amplifie a partir d'ADN de cellules SupTl infectees avec le virus 
HIV-1 MN par la technique de PCR avec des oligonucleotides qui introduisent 

25 respectivement des sites Sphl et Smal. Le fragment d'ADN amplifie est ensuite digere 
par Sphl et Smal et insere aux sites correspondant de M13TG4168, generant 
M13TG4174. Une mutagenese dirigee sur M13TG4174 est realisee avec un 
oligonucleotide permettant de muter un site potentiel d'arret de transcription 
(TTTTTNT) reconnu par le virus de vaccine dans les genes precoces et d'introduire un 

30 site de restriction EcoRl, generant ainsi M13TG8120. Le fragment Pstl-Pstl de 
M13TG8120 est ensuite clone dans le site Pstl du plasmide pTG9l48 generant 
pTG9 1 50 (le virus VVTG9 150 apres transfection). 

pG9148 est d'ailleurs genere de la facon suivante : la sequence correspondant 
35 au promoteur H5R du virus de la vaccine est amplified par la technique de PCR avec 
des oligonucleotides introduisant respectivement des sites BamHl et BglU. Le 
fragment d'ADN amplifie est ensuite digere par BglU et BamHl et insere aux sites 
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correspondant de M13TG6I31 (Gene, 26, 91-99, 1983) generant M13TG8124. Le 
fragment BamHI-Bglll de M13TG8124 contenant la sequence promotrice H5R est 
introduit dans le site de restriction BamHI de pTG9133 generant pTG9145. Le 
plasmide pTG91 33 a ete constant par introduction d'un site BamH\ entre les sites Clal 
5 et EcoRX de pTG 1 H-TK (Nature, 3J2, 5990 . 1 63- 1 66, 8 Nov. 1 984) par ligation d'un 
adaptateur OTG4451/OTG4452. Un site de clonage multiple issu de M13TG131 
digere par BglU et EcoRX est introduit dans les sites BamHI et EcoRX de pTG9145 
generant pTG9148. 

1 0 En conclusion, VVTG9 1 50 code done pour une gp 1 60 hybride et soluble dans 

laquelle la partie gpl20 derive du HIV-1MN, et la partie transmembranaire gp41 
provient d'un isolat LAI. Plusieurs modifications sont en outre introduites dans cette 
sequence codante. Premierement, un site de restriction Sph\ est cree immediatement 
en aval de la sequence codant pour le peptide signal, sans alterer la sequence en acides 

15 amines. Deuxiemement, un site de restriction SmaX est cree immediatement au-dessus 
de la sequence de clivage entre la gpl20 et la gp41, sans alteration de la sequence en 
acides amines. Troisiemement, les deux sites de clivage en position 507-516 
(numerotation des acides amines conforme a Myers et al., in : Human retroviruses and 
AIDS, Los Alamos Nat. Lab., USA, 1994) sont mutes (sequence originale 

20 KRR...REKR mute en QNH...QEHN). Quatriemement, la sequence codant pour le 
peptide hydrophobique transmembranaire IFIMIVGGLVGLRIVFAVLSIV (acides 
mines 689-710 de Myers et al.) est supprimee. Cinquiemement, un codon stop a ete 
substitue pour le second codon E codant PEGIEE (acides amines 735-740 de Myers et 
al.), e'est-a-dire le 29 ,en,e acide amine du domaine intracytoplasmique. 

25 

VVTG9150 est ensuite propage pour produire la gpl60 hybride sur des cellules 
BHK2 1 , dans des conditions conventionnelles (Nature, 312 . 1 63- 1 66, 1 984). 

La glycoproteine hybride gpl60 est alors purifiee successivement par 
30 chromatographies echangeuse d'ions, une chromatographic d'immunoaffinite, une gel 
filtration, et une concentration. En resume, on fait passer le milieu de culture 
contenant la gpl60 successivement au travers de deux supports DEAE Trisacryl LS 
Plus®, mis en equilibre dans des colonnes BPG200® et BPG100® (Pharmacia) avec 
un tampon pH 8,3 contenant 2,42 g/1 de Tris et 1 ml/1 de triton XI 00. Puis on fait 
35 passer les fractions d'elution contenant la gpl60 au travers d'un support AF-Tresyl 
Toyopearl® (Tosoh Corp, JP) sur lequel a ete greffe l'anticorps IAM5F3 
(publication ?) et qui a ete mis a l'equilibre dans un tampon compose de 29,22 g/I de 
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NaCl, 2,42 g/1 de Tris et 1 ml/I de triton XI 00. On collecte I'elution des 
l'augmentation de DO visible sur l'ecran et ce, jusqu'a la ligne de base. On neutralise 
ensuite le pH de I'elution avec 4% (v:v) de tampon Tris HC1 2M. On soumet I'elution 
neutralised a une filtration surgel dans une colonne XK 50/100® contenant le support 
sephacryl HR S300 mis a I'equilibre dans un tampon PBS. Si la concentration en 
proteines est alors inferieure a 0,44 mg/ml, on concentre I'elution dans une cellules 
Amicon® equipee d'une membrane YM30. Puis, on inactive I'elution ou le 
concentrat dans un bain marie a 60°C pendant 1 h, et on le filtre (0,22um) dans un 
flacon Nalgene®. On peut ainsi obtenir environ 1,34 mg/ml de gpl60 pure a 91 % 
(visualisee sur SDS PAGE). 

A partir de 560 ul de gpl60 purifiee (1 mg/ml), on ajoute 65 ul de tampon 1M 
phosphate de sodium pH7,8 ; 5,5 j.il d'eau distillee et 19,5 ul de dithiothreitol 250 mM 
(DTT), et on agite au vortex pendant 15 s. On ajoute 51,5 ul de phosphate de sodium 
1M (NaH2P04), puis on bloque les groupes sulfhydryls par addition de 95 ul de N- 
ethyl-maleimide lOOmM, on incube pendant 15 min, on reoxyde les aroupes 
sulfhydryls par addition de 32,5 de glutathion reduit a 150 mM, et 484 ul de 
glutathion oxyde a 100 mM, on incube pendant 30 min. On dissocie ensuite les 
dimeres de gpI60 par addition de 13,2 ul de dodecyl sulfate de sodium (SDS) a 10%. 
On place l'echantillon dans une cassette de dialyse d'une capacite de 3 ml contre 3 1 
de tampon PBS avec lOmM d'octylglucoside. On effectue la dialyse pendant la nuit a 
temperature ambiante sous agitation douce. On elimine enfin le detergent par une ou 
plusieurs nouvelles dialyses contre du tampon PBS. Les gpl60 ainsi traitees se 
retrouvent sous forme de trimeres exclusivement. 

La figure 1 represente l'analyse SDS PAGE en condition reductrice (DTT) 
obtenue avec la gpl60 produite par VVTG9150, purifiee, traitee pour faire des 
trimeres et fixee par l'agent de pontage bi-fonctionnnel ethylene-glycol-bis- 
succinimidyl-succinate (EGS) (col. 3 et 4) ; au regard de celle obtenue en condition 
reductrice avec la gpl60 produite par VVTG9150, purifiee et directement fixee par 
l'EGS (col. 2 : des dimeres) ; au regard de celle obtenue en condition reductrice avec 
des monomeres de gpl60 (col. 5 et 6) ; et au regard de celle obtenue en condition non- 
reductrice avec la gpl60 produite par VVTG9150 et purifiee (col. 7 : en absence 
d'agent reducteur, les liaisons inter-chaines conduisent a la formation de dimeres, 
trimeres et tetrameres). 



Exemple 2 



WO 00/08167 



15 



PCT/FR99/01871 



On exprime par le virus de la vaccine une gpl20 prolongee des 129 premiers 
acides amines de la partie N-terminale de la gp41, comme decrit par Earl et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 87, 648-652, 1990. Dans la mesure ou la partie gp41 est limite 
a ses 129 premiers acides amines, celle-ci ne comporte pas de region trans- 
membranaire. Cette glycoproteine presente sur gel SDS PAGE un poids moleculaire 
de I'ordre de 140 kD et est communement appelee gpl40. 

On purifie cette gpl40 successivement par chromatographic d'echange d'ions, 
chromatographic d'affinite avec des lectines de lentilles, et par gel filtration, comme 
decrit par Pialoux et al. ( 1 995, supra) et Salmon-Ceron et al. ( 1 995, supra). 

A partir de 100 pi de gpl40 purifiee (lmg/ml), on ajoute 2 pi de dithiothreitol 
250 mM (DTT), et 10 ul de SDS (10%), on incube le melange pendant 15 min, on lui 
ajoute 20 ul de glutathion oxyde (250mM), on 1' incube une nuit a 4°C, puis on place 
1'echantillon dans une cassette de dialyse d'une capacite de 3 ml contre 3 1 de tampon 
PBS contenant lOmM d'octylglucoside. On effectue la dialyse pendant la nuit a 
temperature ambiante sous agitation douce. On elimine enfin le detergent par une ou 
plusieurs nouvelles dialyses contre du tampon PBS. Contre toute attente, cette 
methode permet d'eliminer tous les ponts disulfures inter-chaines sans que 1'on ait a 
bloquer les groupes sulfhydryls avec un agent alkylant. Les gpl40 ainsi traitees se 
retrouvent sous forme de trimeres exclusivement. 

Exemple 3 

On exprime par le virus de la vaccine une gpl60 telle que decrite par Kieny et 
al. (Protein Engineering, 2, 219-225, 1988). On la purifie comme decrit a 1 'exemple I, 
puis on la traite avec du SDS, et on la dialyse contre un tampon PBS contenant lOmM 
d'octylglucoside. On obtient apres traitement un melange de trimeres non-covalents et 
de dimeres covalents de la gp!60, la forme predominante etant constitute de trimeres. 
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Revendications 

1 . Glycoproteine recombinante purifiee repondant aux proprietes suivantes : 

5 a) Line capacite d'adhesion au CD4 ; 

b) une afflnite avec un anticorps anti-gpl 20 capable de neutraliser in vitro 
I'infection de cellules par HIV; 

c) une afflnite avec un anticorps anti-gp41 ; 

d) une forme trimerique depourvue de ponts disulfures inter-chaines 

10 

2. Glycoproteine selon la revendication 1, caracterisee en ce que la glycoproteine est 
composee de tout ou partie de la gpl60. 

3. Glycoproteine selon la revendication I, caracterisee en ce qu'elle comprend moins 
15 de 50% d'autres contaminants proteiques. 

4. Glycoproteine selon la revendication I, caracterisee en ce que la capacite 
d'adhesion au CD4 est au moins identique a celle d'une gpl20 d'un HIV 
infectieux. 

20 

5. Vaccin comprenant la glycoproteine purifiee selon la revendication 1, et un 
adjuvant. 

6. Vaccin selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il contient comme antigene de 
25 surface du HIV uniquement la glycoproteine selon la revendication 1 . 

7. Procede d'obtention d'une glycoproteine selon la revendication 1, dans lequel on 
exprime, aux moyen de techniques de recombinaison genetique, une glycoproteine 
repondant aux proprietes a), b) et c) enoncees a la revendication 1, on la purifie, et 

30 on la soumet a des etapes impliquant au moins un agent reducteur, un detergent 
ionique et/ou un detergent neutre dans des conditions telles que Ton obtient une 
glycoproteine repondant aux conditions enoncees a la revendication 1 . 

8. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'on soumet la glycoproteine 
35 purifiee successivement a un agent reducteur, a un agent d'alkylation, a un agent 

oxydant, a un detergent ionique, et a une dialyse contre un detergent neutre. 
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9. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'on soumet la glycoproteine 
puriflee successivement a un detergent ionique, a un agent reducteur, a un agent 
oxydant, et a une dialyse contre un detergent neutre. 

10. Utilisation de la glycoproteine selon la revendication 1 dans la mise en ceuvre 
d'une methode de diagnostic in vitro dMnfections causees par HIV. 
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